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Kurzfassung 

 

Hypertensive Erkrankungen in der Schwangerschaft tragen wesentlich zu Morbidität und 

Mortalität von Müttern und Neugeborenen bei. Sie sind multifaktorielle Erkrankungen, die sich 

aus Wechselwirkungen zwischen verschiedenen genetischen Einflüssen und Umweltfaktoren 

ergeben. Es wurde berichtet, dass die Aktivität der Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase in 

verschiedenen mütterlichen Geweben während einer normalen Schwangerschaft erhöht ist. 

Langfristige Inhibierung der NO-Synthase führt zu einem Präeklampsie-ähnlichen Syndrom. 

Polymorphismen des endothelialen NO-Synthase-Gens (NOS3), die die NO-Verfügbarkeit 

reduzieren, scheinen zu einer erhöhten Prädisposition hypertensiver Erkrankungen in der 

Schwangerschaft beizutragen.  

NO, das durch die endotheliale NO-Synthase produziert wird, hemmt die 

Thrombozytenaktivierung und stellt einen entscheidenden Modulator für die Aufrechterhaltung 

der systemischen Vasodilatation der Mutter dar. Bei Präeklampsie wurde eine Verringerung der 

endothelialen NO-Synthaseaktivität in der Plazenta nachgewiesen. Lokal erzeugtes NO könnte 

erforderlich sein, um die endovaskuläre Invasion der Zytotrophoblasten zu fördern, welche bei 

der Präeklampsie beeinträchtigt ist. Die häufige NOS3-Variante G894T im Exon 7 (rs1799983) 

ist mit einer reduzierten basalen NO-Produktion assoziiert.  

Diese genetische Assoziationsstudie wurde durchgeführt, um festzustellen, ob genetisch bedingte 

Veränderungen des Stickoxid-Systems mit klinischen Markern der Präeklampsie in 

Zusammenhang stehen. Eine große Anzahl von kaukasischen Frauen (n = 2.193) wurden nach 

der Geburt fortlaufend rekrutiert und für die endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase-

Genpolymorphismen G894T genotypisiert.  

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf den mittleren arteriellen 

Blutdruck, die Eiweißausscheidung im Urin oder neu aufgetretene periphere Ödeme zwischen 

den verschiedenen Genotypen der Schwangeren. Die funktionale Relevanz der NOS3-Varianten 

allein scheint nicht stark genug zu sein, um die Blutdruckregulation während der 

Schwangerschaft zu beeinflussen. Ethnizität spielt eine wichtige Rolle in genetischen 

Assoziationsstudien. Unsere Ergebnisse stimmen mit allen Fall-Kontroll-Studien überein, die mit 

dem G894T-Polymorphismus in kaukasischen Bevölkerungsgruppen durchgeführt wurden. 
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Abstract 

 

Hypertensive disorders of pregnancy contribute significantly to maternal and neonatal morbidity 

and mortality. They are multifactorial traits resulting from interactions between a variety of 

genetic and environmental factors. Nitric oxide (NO) synthase activity has been reported to be 

increased in various maternal tissues during normal pregnancy. Long-term NO synthase 

inhibition produces a pre-eclampsia-like syndrome. Polymorphisms of the endothelial NO 

synthase gene (NOS3), which impair NO availability, have been suspected to contribute to 

increased predisposition to hypertensive disorders of pregnancy.  

NO produced by endothelial NO synthase inhibits platelet activation and represents a crucial 

modulator for the maintenance of maternal systemic vasodilatation and reduced vascular 

reactivity seen during normal pregnancy. A reduction of placental endothelial NO synthase 

activity has been demonstrated in pre-eclampsia. Locally generated NO might be needed to 

promote cytotrophoblast endovascular invasion, which is impaired in pre-eclampsia. The 

common NOS3 G894T exon 7 variant (rs1799983) is associated with reduced basal NO 

production. This genetic association study was conducted to assess whether genetically 

determined alterations of the nitric oxide system are associated with clinical markers of pre-

eclampsia.  

A large number of Caucasian women (n = 2.193) were consecutively included after delivery and 

genotyped for the endothelial nitric oxide synthase gene polymorphisms G894T. There are no 

significant differences in mean blood pressure, protein excretion or new-onset peripheral oedema 

between any of the genotypes over the course of pregnancy. The functional relevance of the 

NOS3 variants alone does not seem to be strong enough to affect blood pressure regulation 

during pregnancy. Ethnicity plays an important role in genetic association studies. Our results are 

in line with all case–control studies done on the G894T polymorphism in Caucasian 

populations.  
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1. Einleitung 

 

1.1. Endotheliale NO-Synthase 

 

1.1.1.  Die Entdeckung von Stickstoffmonoxid 

 

Obwohl Ferid Murad schon in den späten 1970er Jahren zeigte, daß Stickstoffmonoxid (NO) als 

aktivierender Ligand der Guanylatzyclase eine Gefäßmuskelrelaxation bewirkt, war nicht klar, 

dass NO auch ein endogener Vasorelaxant ist. Erst später wurde klar, dass Acetylcholin am 

intakten Gefäß einen indirekten vasodilatierenden Effekt hat, welcher über das Endothel durch 

den Endothelium-Derived-Relaxing Faktor (EDRF) vermittelt wird. 1986 stellten Furchgott und 

Ignarro fest, dass NO und EDRF in vergleichbarer Weise glatte Gefäßmuskulatur relaxieren und 

von Hämoglobin und Superoxiden inaktiviert werden. Sie nahmen an, dass EDRF 

Stickstoffmonoxid ist, oder zumindest eine labile Verbindung, welche NO freigibt. Inzwischen 

ist bewiesen, dass die aktive Form von EDRF das kleine, labile, anorganische Molekül 

Stickstoffmonoxid ist. 1998 wurden die drei Forscher für ihre Entdeckung mit dem Nobelpreis 

für Medizin ausgezeichnet [1-3].  

 

NO ist ein freies Radikal, das in Gasform äußerst reaktiv und instabil ist. In Gegenwart von 

Sauerstoff wird es innerhalb von Sekunden durch Konversion zu Nitrit und/oder Nitrat 

inaktiviert. Die kurze Halbwertszeit begrenzt sein biologisches Handeln auf die Generatorzelle 

selbst oder auf Zellen in der näheren Umgebung [4]. Es ist lipophil, diffundiert leicht über 

biologische Membranen und dient als wichtiger intrazellulärer Mediator im vaskulären System, 

in der Niere, im endokrinen System und im zentralen Nervensystem. Folglich trägt NO zu den 

komplexen Regulationen des lokalen und systemischen Gefäßwiderstandes bei und nimmt an der 

Verteilung des Blutflusses und der Sauerstoffbereitstellung, der Salzhomöostase und der 

Regulation des arteriellen Blutdrucks teil. Exzessive NO-Synthese kann in systemischer 

Blutdrucksenkung enden, was besonders bei der Pathogenese des septischen Schocks von 

Bedeutung ist. Auf der anderen Seite kann eine beeinträchtigte NO-Synthese zu einer 

pathologischen Vasokonstriktion mit Bluthochdruck bzw. Gewebeischämie führen [3,5]. Die 

Effekte von NO können durch Methylenblau gehemmt werden [6]. 
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Der Ausgangsstoff der Biosynthese von NO war schon bekannt, bevor NO als endogener 

Wirkstoff des Immunsystems identifiziert wurde. 1978 wurde gezeigt, dass die Aminosäure L-

Arginin die zytotoxische Wirkung aktivierter Makrophagen in Mäusen steigert. Auch die 

Endprodukte L-Citrullin, Nitrit und Nitrat sind im Zusammenhang mit der aktivierten 

Immunabwehr schon frühzeitig beschrieben worden. Erst später wurde gezeigt, dass NO und 

Citrullin die Reaktionsprodukte der Oxidation von L-Arginin sind. Heute ist erwiesen, dass NO 

infolge einer fünffachen Elektronenübertragung aus L-Arginin entsteht, bei der 1,5 NADPH-

Äquivalente und zwei Sauerstoffmoleküle verbraucht werden. Katalysiert wird diese Reaktion 

durch das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) [7-10].  

 

 

 

 

Abbildung 1. Biosynthese von Stickstoffmonoxid (Quelle: Stuehr, D.J. 2004. Enzymes of the L-

arginine to nitric oxide pathway. Journal of Nutrition. 134:2748-2751) 

 

 

1.1.2.  Die NO-Synthase 

 

1990 wurde erstmals von Bredt und Snyder eine NADPH- und L-Arginin-abhängige NO-

Synthase (NOS) aus Homogenaten von Rattenhirnen isoliert. Schnell etablierte sich die These, 

dass für die Synthese von NO in Säugetieren mehrere NOS-Isoformen existieren [2,5].  

 

Inzwischen sind drei Unterformen der NO-Synthase bekannt: neben der neuronalen NOS 

existieren die endotheliale und die induzierbare NOS. Die Sequenzen der einzelnen Isoformen 

sind durch die Arten hinweg zu 80-94 % identisch, doch die Gesamtheit der Sequenzidentität 
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zwischen den verschiedenen Isoformen liegt nur bei 50-60%. Die Sequenzidentität der 

Isoformen ist hauptsächlich durch die Homologie der Kofaktorbindungsstellen bedingt. Diese 

Kofaktorbindungsstellen bestehen aus Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), aus Flavin-Adenin-

Mononukleotid (FAM), aus Eisen-Protoporphyrin IX (Häm) und aus Tetrahydrobiopterin (BH4) 

[2,11]. 
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Abbildung 2. Schematischer Aufbau der eNOS, nNOS und iNOS mit Oxygenase- und 

Reduktasedomänen: Bindungsregion für Calmodulin (CaM), Flavinmononukleotid (FMN), 

Flavinadenindinukleotid (FAD) und NADPH in der Reduktasedomäne, und Häm, 

Tetrahydrobiopterin (BH4) und L-Arginin in der Oxygenasedomäne (Quelle: Modifiziert durch 

Rojas, A. von Alderton, R.K., Cooper, C.E. and Knowles, R.G. Nitric oxide synthases: structure, 

function an inhibition. Biochem. J. 2001; 357:593-615) 

 

Der weitere Aufbau der NO-Synthase ist folgendermaßen gestaltet: sie besitzt ein C-terminales 

Ende, welches mit der Cytochrom P450 Reduktase nahezu identisch ist. Wie bei dieser werden 

die Flavine benutzt, um Elektronen von dem Elektronendonor NADPH an Häm abzugeben. Der 

Häm-bindende Teil der NOS ist ihr N-terminales Ende. Folglich bestehen alle drei Isoformen aus 

einer reduzierenden C-terminalen Domäne und einer oxidierenden N-terminalen Domäne. Die 

Reduktasedomäne besteht aus FAD sowie FMN und bindet NADPH. Sie fungiert so als 

Elektronenspeicher und -transporter. Die Oxidasedomäne besteht aus Häm und bindet das 

Substrat L-Arginin, welches am Ende der Reaktion NO und L-Citrullin freigibt. Die Funktion 

von BH4, einem Redox-Kofaktor aromatischer Aminosäurehydroxylasen, ist nicht ganz klar. 

Auf jeden Fall scheint BH4 für die beiden Monooxigenase-Schritte der NOS notwendig zu sein 

[11]. 

 

Getrennt werden die Reduktase- und die Oxidasedomäne durch die calmodulinbindende 

Sequenz. Auf der Basis von Untersuchungen über den Elektronaustausch der Reaktion wird eine 

Scharniertätigkeit dieser Region zwischen dem C-terminalen und dem N-terminalen Ende 

angenommen. Wenn Kalzium/Calmodulin nicht gebunden ist, ist die Reduktase nicht darauf 

ausgerichtet, Elektronen an Häm zu liefern. Nur wenn Kalzium/Calmodulin gebunden ist, ist die 

Reduktase aktiv, d. h. Elektronen werden von den reduzierten Flavinen zu Häm transferiert und 

so die Synthese von NO induziert [2,11].  

 

Dieser Mechanismus trifft in unterschiedlicher Weise auf die Isoenzyme der NOS zu: die 

Aktivität von nNOS und eNOS ist bei ansteigenden Kalziumspiegeln erhöht. Sie werden als 

konsekutive Enzymformen bezeichnet. Bei ihnen ist Calmodulin erst nach Übersteigung einer 

Schwellenkonzentration für intrazelluläres Kalzium gebunden. Dann produziert die aktive 

Enzymkonformation für wenige Minuten NO, sogenannte physiologische „Puffs“ [12]. Die 

induzierbare NO-Synthase iNOS hat ausreichende Affinität zu Calmodulin, so dass sie auch bei 

einem sehr niedrigen Kalziumspiegel gebunden bleibt [11]. Dadurch sind die Domänen der 
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iNOS stets ausgerichtet Elektronen zu liefern und somit immer bereit zu voller katalytischer 

Aktivität. Einmal induziert kann sie kontinuierlich über Stunden bis Tage NO produzieren. 

Induziert wird sie in allen bisher untersuchten Säugetierzellen durch immunologische Stimuli 

[13]. 

 

Die große Menge an NO, die potentiell zum Untergang von Gewebe führen kann, wird von der 

iNOS produziert, weniger von den andern beiden Isoformen. Nichtsdestotrotz gibt es 

Situationen, wie z. B. beim ischämischen Hirnschaden, in denen ein langanhaltender hoher 

Kalziumspiegel die Isoformen eNOS und nNOS zur Produktion von toxischen Mengen NO 

aktivieren kann [11]. 

 

 

1.1.3. Eigenschaften der endothelialen NOS (eNOS) 

 

Zelluläre Expression 

 

Die endotheliale NO-Synthase erzeugt NO in Endothelzellen und in Thrombozyten. Obwohl in 

den meisten Organen eine Aktivität dieser Isoform gefunden wird, ist dies im Allgemeinen auf 

die endothelialen Zellen des vaskulären Systems dieser Organe zurückzuführen. Ebenfalls wurde 

eNOS in Tubulusepithelzellen der Niere, in Synzytotrophoblasten der humanen Plazenta und in 

CA1-Neuronen identifiziert [2,14, 15]. 

Im vaskulären System hat sie entscheidenden Anteil an der Regulation der Gefäßspannung, an 

der Inhibition der Thrombozytenaggregation und am Schutz vor einer Leukozytenadhäsion [16].   

Auch wenn es zusätzlich einige aus dem Endothel stammende Vasodilatatoren und 

vasokonstriktorische Substanzen wie Endothelin-1, Prostacyclin (PGI2), Prostaglandin H2, das 

Superoxidanion (O2-) und den Endothelium-derivid Hyperpolarisation Factor (EDHF) gibt, 

spielt keine dieser Substanzen eine solch zentrale Rolle bei der lokalen Regulation des 

Gefäßtonus und der Hämostase wie das freie Radikal NO [17,3].  

NO übernimmt eine wichtige Aufgabe bei der Thrombozytenaggregationshemmung. Durch 

Aktivierung der Guanylatzyklase, Hemmung der Phosphinositid-3-Kinase, Verhinderung des 

Kalziumeinstroms und Hemmung der Cyclooxygenase-1 limitiert endotheliales NO die 

Thrombozytenaktivierung, -adhäsion und -aggregation [18]. NO wirkt somit antithrombotisch 

und dient der Aufrechterhaltung des lokalen Blutflusses [3,18].  
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In Versuchen mit eNOS-Knockoutmäusen korrelieren Veränderungen in der endothelialen 

Funktion, wie sie bei kardiovaskulären Erkrankungen auftreten, mit der Erzeugung von NO [19]. 

So ist die Niere außerordentlich sensibel gegenüber NO. Eine Inihibierung der NO-Produktion 

resultiert in einer Erhöhung der Salz- und Wasserretention und nachfolgend in einer Steigerung 

des Blutdrucks [20]. Die endothel-abhängige Dilatation ist bei Menschen mit 

Hypercholesterinämie geringer als bei solchen mit normalen Cholesterinwerten [21]. Bei der 

Entwicklung von Arteriosklerose spielt NO folgende Rolle: NO wirkt als Antioxidant bei der 

Vorbeugung von oxidativen Verletzungen am Endothel und schwächt die subintimale LDL-

Oxidation ab. NO vermag außerdem die Chemotaxis und Adhäsion von Monozyten und 

Leukozyten an endotheliale Oberflächen zu kontrollieren und die Proliferation von glatter 

Gefäßmuskulatur zu regulieren [22].  

 

Regulation der Expression 

 

Die eNOS-Expression wird durch die Wirkung von Scherkräften (shear stress) an der 

Gefäßwand, hervorgerufen durch intraluminalen Fluss, erhöht. Ebenso durch körperliche 

Belastung [23] und Exposition gegenüber einer Reihe von Antioxidantien und Östrogenen [24].  

Einige potentielle pathophysiologische Faktoren erniedrigen sie, so z. B. der 

Tumornekrosefaktor-. Der Mechanismus läuft dabei höchstwahrscheinlich über eine 

Verkürzung der Halbwertszeit der eNOS-mRNA [19].    

Hypoxie als Regulationselement der eNOS wird kontrovers diskutiert. In arteriellen 

Endothelzellen der humanen Lunge reduziert Hypoxie die eNOS-mRNA. Ebenso wird eine 

Reduktion der eNOS-Expression in venösen Endothelzellen des Menschen und in bovinen 

Aortenendothelzellen in Gegenwart von Hypoxie demonstriert. In zerebralen Blutgefäßen wird 

jedoch eine Hochregulierung der eNOS bei zerebraler Ischämie beschrieben. Ebenso stimulierte 

Hypoxie die NO-Freisetzung am Herzen [14].  

Eine Vielzahl von Proteinkinasen, mit eingeschlossen die cAMP-aktivierte Proteinkinase und die 

Proteinkinase C, aktivieren die Produktion von NO aus Arginin durch Modulation der eNOS mit 

einem Phosphorilierungsprozess [25].  

Bei der allosterischen Regulation der eNOS-Aktivität durch den Calmodulin/Kalzium-Komplex 

ist wieder besonders die Wirkung von shear stress ausschlaggebend. Eine Reihe von 

Transmittern, wie z.B. Acetycholin, Histamin und Bradykinin, relaxieren die glatte 

Gefäßmuskulatur nach der Interaktion mit M3-, H1- oder B2-Rezeptoren, was zur Aktivierung 

einer Phospholipase Cß und nachfolgender Hydrolyse von Phosphatidylinosit-4,5-bisphophat 
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führt. Das entstehende Inosit-1,4,5-trisphosphat setzt Kalzium aus intrazellulären Speichern frei 

[25]. 

 

Chromosomale Lokalisation und genomische Struktur 

 

Die humane eNOS-mRNA wird durch 26 Exons kodiert, die 21-22 kb DNA umfassen. Das Gen 

ist in der 7q35-7q36 Region des Chromosom 7 lokalisiert [26].  

 

 

1.1.4. Der eNOS-Polymorphismus 

 

An Position 894 auf dem Exon 7 steht in der Orginalsequenz des eNOS-Gens (NOS3) die 

Nukleinsäure Guanin. Es besteht jedoch die Möglichkeit, dass an dieser Stelle Guanin (G) durch 

Thymidin (T) ersetzt ist. Dies führt auf dem Codon 298 des eNOS-Proteins zu einer Änderung 

der Aminosäuresequenz: Glutamat (Glu) wird durch Aspartat (Asp) ersetzt. Es wird deshalb von 

einem NOS3-G894T-Polymorphismus bzw. Glu298Asp-Polymorphismus der endothelialen NO-

Synthase gesprochen.  

 

Es wurde gezeigt, dass dieser Polymorphismus positiv mit arteriellem Hypertonus korreliert [27-

30]. Auch wurde bestätigt, dass die eNOS-Glu298Asp Variante mit reduzierter basaler NO-

Produktion assoziert ist. Deshalb, so wird angenommen, kann dieser Polymorphismus eine Rolle 

bei der NO-assozierten Entstehung von Artherosklerose und Hypertension spielen [31].  

In einer japanischen Studie wurde diese Missense-Variante signifikant häufiger bei Patientinnen 

mit bedrohlicher Präeklampsie gefunden [32]. Demselben Genpolymorphismus zugrundegelegt 

wird die frühzeitige Plazentaablösung [33]. 

Da die Präeklampsie einen unabhängiger Risikofaktor bei der Entwicklung von kardiovaskulären 

Erkrankungen darstellt, ist die Rolle der Missense-Variante bei unterschiedlichen Erkrankungen 

als durchaus interessant anzusehen [34].  

 

 

1.1.5. Zelluläre Mechnismen von NO 

 

Hämproteine 
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In niedrigen Konzentrationen reagiert NO mit Fe2-Hämproteinen, um viele seiner biologischen 

Aktivitäten zu entwickeln. Für die Guanylatzyklase und die Cyclooxygenase führen die 

Interaktionen mit NO zu einer Steigerung ihrer enzymatischen Aktivität. Auf der anderen Seite 

hemmt NO andere Hämproteine, welche eine Rolle bei der Synthese von bioaktiven Mediatoren 

oder der Signaltransduktion spielen, z.B. Cytochrome P450, Lipoxygenasen, Thromboxan-

Synthase, Katalase und Peroxidase [11]. 

 

Guanylatzyklase 

 

Die Häm-Gruppe der löslichen Form der Guanylatzyklase ist eine der sensibelsten und 

wichtigsten Stellen der NO-Aktivität, was an der wichtigen Rolle von cGMP bei vielen NO-

vermittelten Antworten liegt [11]. Im Falle einer Bindung von NO an Häm-Fe2+ der 

Guanylatzyklase ändert sich die Konformation der Häm-Untereinheit des Enzyms, was 

schließlich seine Aktivität und die Produktion von zyklischem GMP aus GTP bedingt [35]. 

Diese wiederum aktiviert die Proteinkinase G, die nachfolgend die leichten Ketten des Myosins 

dephosphoriliert und eine Relaxation der glatten Gefäßmuskelzellen bewirkt [3]. In 

Thrombozyten wirkt NO ebenfalls hauptsächlich über cGMP und eine dadurch bedingte 

Senkung des intrazellulären Kalziumspiegels. Eine Erhöhung der Kalzium-Ionenkonzentration 

ist das zelluläre Hauptsignal für Formwandel, Adhäsion sowie Aggregation von Thombozyten.  

 

Thiol-besitzende Proteine 

 

Wichtige zelluläre Ziele von NO sind Sulfhydryl (SH)-Proteine. NO-Derivate interagieren mit 

diesen SH-Gruppen und produzieren biologisch aktive S-Nitrosothiole. Diese wirken wie NO 

über Signaltransduktionsprozesse, Rezeptoren und G-Proteine. Sie sind potente Vasodilatatoren 

und inhibieren die Plättchenaggregation. Die Halbwertszeit dieser Verbindungen ist jedoch 

signifikant länger als die von NO [4]. Unklar ist, was die ADP-Ribosylierung zur NO-

vermittelten Modulation der Proteinfunktion beiträgt [11]. 

 

Rezeptoren 

 

NO wirkt am N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor an Synapsen. Teil des Mechanismus ist 

die Öffnung des Ionenkanals durch Glutamat, der darauffolgende Kalziumionen-Einstrom und 

die Aktivierung der NO-Synthase über Calmodulin. Das so gebildete NO kann nun aus seiner 
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Generatorzelle in benachbarte Effektorzellen, z.B. Gliazellen, präsynaptische Nervenendigungen 

oder glatte Muskelzellen, diffundieren und die zytosolische Guanylatzyklase aktivieren [1,3,11]. 

 

Signalsystem 

 

Für die Immunabwehr ist die Interaktion von NO mit nicht an Häm gebundenem Fe2+ von 

Bedeutung. NADPH besitzt Fe2+ als essentiellen Kofaktor und lässt sich von NO hemmen [4]. 

Dies führt in neutrophilen Granulozyten zur Freisetzung von Superoxid [11] und hemmt die 

mitochondriale Atmungskette in Mikroben [16]. Vermutlich kann NO die Aktivität von diversen 

Proteinen über Änderungen des Phosphorilierungszustandes beeinflussen, so wird z. B. die 

Proteinkinase C von NO gehemmt. Angeregt wird die Phosphorilierung durch direkte Interaktion 

von NO mit G-Proteinen [11]. Außerdem kann NO die Relaxation glatter Muskulatur 

beeinflussen. Die Aktivierung von kalziumabhängigen Kaliumkanälen führt in glatter 

Muskulatur zu Hyperpolarisation. Die nachfolgende Inaktivierung der spannungsabhängigen 

Kalziumkanäle verursacht eine Senkung der Kalziumkonzentration, was wiederum die 

Relaxation der glatten Muskulatur fördert [11,35]. 

 

Transkription 

 

NO kontrolliert die Expression von Genen, die für bestimmte vasoaktive Substanzen kodieren. In 

Endothelzellkulturen wird eine Herunterregulierung des potenten Vasokonstriktors Endothlin-1 

und des von Thrombozyten sezernierten Plated Derived Growth Faktor (PDGF) eine wichtige 

Rolle bei der Hämostase zugeschrieben [4]. 

 

 

1.2. Allgemeines zu NO und Schwangerschaft 

 

1.2.1. Maternale systemische Zirkulation 

 

In einer normalen Schwangerschaft kommt es zu einer Vasodilatation der maternalen 

systemischen Zirkulation. Kardialer Auswurf, renaler Blutfluss und glomeruläre Filtrationsrate 

(GFR) steigen um 30-60 % an [36-39]. Viele Studien haben demonstriert, dass NO eine zentrale 

Rolle bei der systemischen Hämodynamik und renalen Vasodilatation der Schwangeren spielt 
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[40,41-45]. Weiterhin wurde eine erhöhte NO-Produktion in einer normalen Schwangerschaft 

gezeigt [40,41]. Bei der schwangeren Ratte steigen Plasma- und Urinspiegel von cGMP an, 

einem second messenger von NO. Ebenfalls steigen die Spiegel von Nitrat und Nitrit. Sie sind 

Metabolite von NO und Indikatoren der Gesamtkörper-NO-Produktion [41-43]. Chronische 

Verabreichung von NOS-Inhibitoren an schwangere Ratten führt zu einem merklichen Anstieg 

des arteriellen Drucks, einer reduzierten GFR, zu Proteinurie, Thrombozytopenie und einem 

reduzierten Plasmavolumen und Neugeborenengewicht. Alles Abnormalitäten, die an 

Präeklampsie denken lassen [46-49]. Diese Effekte, ausgelöst durch eine NO-Blockade, sind 

durch die Gabe von L-Arginin reversibel [50,51]. In Gefäßen, isoliert von präeklamptischen 

Schwangeren, wurde von verschlechterten Endothel-abhängigen Reaktionen berichtet [52-54]. 

 

 

1.2.2. Uteroplazentarer Blutfluss 

 

Es gibt viele Anzeichen, die darauf schließen lassen, dass es eine Beziehung zwischen dem 

Anstieg der NO-Produktion und dem Anstieg des uteroplazentaren Blutflusses während der 

Schwangerschaft gibt [55]. Die Aktivität der eNOS ist während der Schwangerschaft im 

Endothel der uterinen Arterie erhöht, während im systemischen Endothelium dies nicht der Fall 

zu sein scheint [56,57]. Eine chronische Reduktion des uterinen Perfusionsdrucks in der 

schwangeren Ratte führt ebenfalls zu Präeklampsie-ähnlichen Ereignissen [58]. Gleichzeitig ist 

die Aktivität des Endothel-abhängigen NO-cGMP-Signalweges reduziert [59].  

 

 

1.2.3. Plazenta, Nabelschnur und Myometrium 

 

ENOS-Aktivität wird vor allem in den Synzytiotrophoblasten gefunden. Möglicherweise 

inhibiert das von Synzytiotrophoblasten gewonnene NO die Aggregation von Thrombozyten im 

intervillösen Raum, trägt zur Vasodilatation der fetoplazentaren Arteriolen bei, reguliert 

Transportprozesse und Hormonproduktion der Synzytiotrophoblasten und moduliert die 

Immunfunktion. Immunhistochemisch nachgewiesen wird eNOS in der umbilikalen Arterie und 

Vene [55]. Der niedrige vaskuläre Widerstand der fetoplazentaren Zirkulation wird anhand von 

Versuchen mit NOS-Inhibitoren durch eine basale Produktion von NO erklärt [60-62]. 

NO relaxiert das Myometrium in vitro und, wenn auch in geringerem Maße, ebenfalls in vivo. 

Das Myometrium von Schwangeren scheint weniger sensitiv gegenüber den relaxierenden 
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Effekten von NO zu sein [55]. Zum Ende der Schwangerschaft hin sinkt die NOS-Aktivität [63]. 

Immunhistochemisch wird die eNOS in endometrialen Stromazellen und im Gefäßendothelium 

gefunden [64]. Eine Einleitung der Geburt durch NOS-Inhibitoren wird jedoch nicht beobachtet 

[55]. 

 

 

1.3. Arterieller Hypertonus in der Schwangerschaft 

 

1.3.1. Physiologische Blutdruckregulation in der Schwangerschaft 

 

In der Schwangerschaft kommt es physiologisch zu einer Zunahme des Herzminutenvolumens 

um 30-60 %, hauptsächlich durch eine Zunahme des Herzschlagvolumens.  

Das zirkulierende Blutvolumen steigt ebenfalls um bis zu 50 % an. Dies wird mit einer erhöhten 

Aktivität des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems erklärt. Der systolische und vor allem der 

diastolische Blutdruck beginnen bereits im 1. Trimenon zu sinken und erreichen im 2. Trimenon 

Tiefstwerte. Gegen Ende des 3. Trimenons steigen sie wieder auf die Ausgangswerte an [65]. 

Der arterielle Blutdruck wird bestimmt durch das Herzminutenvolumen und den peripheren 

Gefäßwiderstand. Demzufolge muss den sinkenden Blutdruckwerten ein verminderter peripherer 

Gefäßwiderstand zugrunde liegen.  

Als wichtiger Vasodilatator gilt der in der Schangerschaft vermehrt produzierte potente 

endotheliale Vasodilatator NO. Er spielt für die Adaptation des Kreislaufsystems in der 

Schwangerschaft eine entscheidende Rolle [66]. 

 

 

1.3.2. Pathologische Blutdruckregulation in der Schwangerschaft 

 

Der arterielle Hypertonus ist die häufigste Komplikation in der Schwangerschaft und ist definiert 

als ein Blutdruck von systolisch > 140 mmHg und diastolisch > 90 mmHg oder ein 

Blutdruckanstieg von systolisch > 30 mmHg und diastolisch > 15 mmHg gegenüber der nicht 

schwangeren Frau. Erhöhte Blutdruckwerte finden sich bei 5-10 % aller Schwangeren. Die 

Erkrankung zeigt eine bimodale Verteilung und tritt häufiger bei jungen Frauen in ihrer ersten 

Schwangerschaft und bei älteren Multipara auf. Eine Anstieg der Blutdrucks in der 

Schwangerschaft indiziert annähernd immer die Gegenwart von einer der vier Konditionen: (1) 
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Präeklampsie, (2) Pfropfpräeklampsie, (3) chronische essentielle Hypertension oder (4) 

transiente Hypertonie  

Nach Definition der WHO gilt ein systolischer Blutdruck von mehr als 140 mmHg und/oder ein 

diastolischer Blutdruck von mehr als 90 mmHg als arterielle Hypertonie. Diese Grenzwerte 

wurden festgelegt, da epidemiologische Evidenz vorliegt, dass Nichtschwangere als Folge von 

höheren Blutdruckwerten ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen haben. Für den 

Schwangerschaftshypertonus ist dies jedoch zunächst nicht relevant, da der Bluthochdruck nach 

der Beendigung der Schwangerschaft meist nicht fortbesteht. Das relevante Kriterium ist, 

welcher Blutdruck gefährdend für das ungeborene Kind bzw. die Mutter sein kann. Studien mit 

insgesamt mehr als 30.000 untersuchten Schwangerschaften demonstrierten, dass ein 

diastolischer Blutdruck über 80 mmHg und mittlerer arterieller Blutdruck über 90 mmHg zu 

jedem Zeitpunkt der Schwangerschaft mit einer erhöhten kindlichen Sterblichkeit einhergeht 

[67]. 

Eine andere Studie mit 15.000 schwangeren Frauen zeigte, dass mit jedem Anstieg des 

mütterlichen Blutdrucks um 5 mmHg die perinatale Mortalität stufenweise ansteigt. Bei einem 

mütterlichen diastolischen Druck von mehr als 90 mmHg während des dritten Trimenon war das 

Risiko einer Totgeburt, einer fetalen Wachstumsretardierung und der Entwicklung einer 

Präeklampsie erhöht [68]. 

Dies verdeutlicht, wie unbedeutend die sonst übliche Definition des Bluthochdrucks bei der 

Schwangeren sind. 

 

Präeklampsie 

 

Als Präeklampsie wird die Verbindung einer arteriellen Hypertonie mit einer Proteinurie 

bezeichnet, die nach der 20. Schwangerschaftswoche auftritt. Eine signifikante Proteinurie liegt 

bei einem Eiweißverlust von mehr als 300 mg in 24 Stunden vor. Dies entspricht einer Anzeige 

von 1-2 Kreuzen auf einem semiquantititiven Urinteststreifen. Bei fehlender Proteinurie sollte 

eine Präeklampsie mit hoher Wahrscheinlichkeit angenommen werden, wenn die Hypertonie mit 

systemischen Symptomen wie Kopfschmerzen, Sehstörungen, Hyperreflexie, 

Oberbauchschmerzen, Leberenzymerhöhung oder Thrombozytopenie einhergeht.  

Wichtig ist, und das unterscheidet die Präeklampsie von der chronischen bzw. der transienten 

Hypertonie während der Schwangerschaft, dass es sich um eine systemische Erkrankung handelt 

und dass einige ihrer nicht-hypertensiven Kompikationen lebensbedrohlich sein können, auch 

wenn die Blutdruckerhöhung nur sehr gering ausgeprägt ist. 
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Folgende diagnotische Befunde machen eine Präeklampsie wahrscheinlich: 

 

 RR systolisch > 160 mmHg oder diastolisch > 110 mmHg 

 Proteinurie > 2 g/24 h (2+ oder 3+ im Urinteststreifen) erstmals auftretend 

 Serumkreatinin erstmals > 1,2 mg/dl 

 Thrombozyten < 100.000 Gpt/l bzw. Hinweise für eine mikroangiopathische Anämie 

(mit erhöhter Laktatdehydrogenase) 

 Erhöhte hepatische Enzymaktivität 

 Persistierender Kopfschmerzen, zerebrale oder visuelle Störungen 

 Persistierende epigastrische Schmerzen 

 

Die Präeklampsie ist also eine schwangerschaftsinduzierte Multiorganerkrankung, die in vielen 

Ländern an erster Stelle der mütterlichen Todesursachen steht und für 20-25 % der perinatalen 

Mortalität verantwortlich ist.  

Es handelt sich um ein Syndrom, welches zu maternalen und fetalen Manifestationen führt. Die 

maternale Erkrankung ist charakterisiert durch einen Vasospasmus der Widerstandsgefäße, eine 

Aktivierung des koagulatorischen Systems und eine Störungen der Kontrolle von Volumen und 

Blutdruck. Oxidativer Stress und eine entzündungsähnliche Reaktion könnten bei der 

Pathophysiologie ebenfalls von Bedeutung sein. Die pathologischen Veränderungen dieser 

Erkrankung sind hauptsächlich ischämischer Natur und betreffen die Gefäße nahezu aller 

Organsysteme der Mutter. Die Schädigungen von Plazenta, Nieren, Leber und Gehirn treten 

dabei besonders hervor. Die klassischen Syndrombestandteile Bluthochdruck und Proteinurie 

spiegeln die Beteiligung der Widerstandsgefäße und der glomerulären Gefäßbezirke wider [69-

72]. 

 

Die Ätiologie der Präeklampsie ist nach wie vor relativ unbekannt. Da die Beendigung der 

Schwangerschaft die einzige definitive Heilung der Präeklampsie ist, sehen viele die Plazenta als 

pathophysiologischen Fokus der Erkrankung. 

Das geläufige Modell beschreibt zwei charakteristische pathophysiologische Veränderungen bei 

der Präeklampsie. Die Trophoblasteninvasion der uterinen Spiralarterien bei Müttern mit 

Präeklampsie scheint gestört zu sein. Dadurch kommt es im Laufe der Schwangerschaft zu einer 

verminderten plazentaren Perfusion, was letztendlich zu einer Hypoxie der Plazenta führt. 
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Gleichzeitig liegt eine diffuse endotheliale Dysfunktion vor, die eventuell sogar die Ursache der 

gestörten Plazentation sein könnte [69-72]. 

Die Präeklampsie ist mit einer erhöhten Synthese der vasokonstriktorischen Substanzen 

Thromboxan und Endothelin und einer erniedrigten Synthese der Vasodilatatoren Prostazyklin 

und NO assoziert. NO spielt normalerweise eine Rolle bei der Regulation des 

Gefäßwiderstandes. Bei Frauen mit Präeklampsie wurde in umbilikalen Gefäßen eine 

herabgesetzte Synthese von NO nach der Gabe von Bradykinin gefunden [73]. 

Auch die strömungsvermittelte Vasodilatation kleiner Gefäße präeklamptischer Frauen war 

gestört [74]. 

Durch die Inhibierung der NO-Synthese bei schwangeren Tieren wurden hämodynamische 

Veränderungen ähnlich die der Präeklampsie hervorgerufen [75]. 

In der normalen Schwangerschaft wird die Verminderung des peripheren Widerstandes von einer 

zunehmenden Resistenz der Gefäße gegenüber vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen 

begleitet [76].  

Beim Infundieren einer vasokonstriktorischen Substanz zeigten sich im ersten Trimenon keine 

signifikanten Unterschiede zwischen normal verlaufenden und präeklamptischen 

Schwangerschaften. Die infundierte Menge, bei der es zu einer Blutdruckerhöhung um 20 

mmHg kam, reduzierte sich jedoch bei den Patientinnen im Verlauf der Schwangerschaft. Das 

geschah lange bevor die Erkrankung in Erscheinung trat. Die arterielle Hypertension bei der 

Präeklampsie scheint demnach nur eine verspätete Manifestation einer vaskulären Veränderung 

und nicht verantwortlich für die multiplen Dysfunktionen zu sein. 

Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass die veränderte vaskuläre Reaktivität bei der 

Präeklampsie auf einer Störung der Endothel-abhängigen Relaxationsfähigkeit der Gefäße 

beruht. Manifestationen einer endothelialen Dysfunktion sind systemische Vasokonstriktion und 

Koagulopathie [77-80].  

Was genau jedoch die Störung der Endothel-abhängigen Relaxationsfähigkeit der Gefäße 

bedingt ist unklar. 

 

Die gefährlichste Komplikation der Präeklampsie ist die Eklampsie, definiert als generalisierte 

tonisch-klonische Krämpfe, die vor, während oder nach der Geburt auftreten können.  

 

Risikofaktoren für eine Präeklampsie sind eine präexistierende arterielle Hypertension, 

Nierenerkrankungen, Übergewicht, eine bereits existierende Thrombophilie, eine Präeklampsie 

in der Eigen- bzw. Familienanamnese, ein außergewöhnlich hohes bzw. niedriges Alter der 
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Mutter und ein Vater, der bereits Zeugungspartner einer präeklamptischen Schwangeren war. Bei 

Risikopatientinnen ist die Inzidenz gegenüber dem Normalkollektiv um 20-25 % erhöht, jedoch 

stellen sie insgesamt nur 14 % aller Krankheitsfälle dar. Weitaus häufiger erkranken 

Erstgebärende, die diesem Risikoprofil nicht entsprechen [81,82]. 

 

Pfropfpräeklampsie 

 

Tritt zu einer bereits bestehenden arteriellen Hypertonie eine neu aufgetretene oder sich 

verschlechternde Proteinurie hinzu oder zeigen sich klinische und laborchemische Merkmale 

einer Präeklampsie, so spricht man von einer Pfropfpräeklampsie [83]. 

 

Essentielle Hypertonie 

 

Die chronische bzw. vorbestehende Hypertonie ist definiert durch erhöhte Blutdruckwerte in der 

ersten Schwangerschaftshälfte oder, bei erstmaliger Diagnose in der Schwangerschaft, durch das 

Persistieren der hypertonen Blutdruckwerte > 6 Wochen postpartal. Sie hat in der Mehrzahl der 

Fälle für den Ausgang der Schwangerschaft keine schwerwiegenden Konsequenzen und liegt bei 

1-5 % aller Schwangerschaften vor [83]. 

Die transiente Hypertonie manifestiert sich erstmals während der Schwangerschaft. Hinter ihr 

verbirgt sich meist eine latente essentielle Hypertonie, die durch die Schwangerschaft demaskiert 

wird. Der Blutdruckanstieg erfolgt nach der ersten Schwangerschaftshälfte und wird nicht von 

einer Proteinurie begeleitet. Bei nachfolgenden Schwangerschaften kommt es meist erneut zu 

einem Blutdruckanstieg. Die Mutter weist ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer 

essentiellen Hypertonie im späteren Leben auf [83,84]. 

 

Während eine schwere essentielle Hypertonie in der Schwangerschaft zur Verhütung von 

mütterlichen Organschäden behandelt werden muss, wird empfohlen, gering hypertensive 

Blutdruckwerte in der Schwangerschaft zurückhaltend oder gar nicht zu behandeln. Das Risiko 

für die Entwicklung einer Pfropfpräeklampsie und der Schwangerschaftsausgang werden durch 

eine antihypertensive Therapie nicht beeinflusst [84]. 

 

Ödembildung in der Schwangerschaft 

 

Ödeme während der Schwangerschaft werden im Allgemeinen als klinisches Mittel verwendet, 
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um hypertensive Erkrankungen wie die Präeklampsie zu diagnostizieren. Deshalb wurde der 

Marker ursprünglich in die Studie aufgenommen. Jedoch sind Ödeme auch bei normalen 

Schwangerschaften zu beobachten und es scheint, dass es nur einen unbedeutenden 

Zusammenhang mit der perinatalen Morbidität und Mortalität gibt. In den letzten Jahren wurde 

dieses klinische Zeichen zur Erkennung der Präeklampsie somit zunehmend verlassen [85].  

 

Schwangerschaftshypertonus und der NOS3-G894T-Polymorphismus 

 

Die Assoziation der arteriellen Hypertonie mit dem NOS3-G894T-Polymorphismus ist bekannt 

[86-88]. Ziel dieser Arbeit ist es, eine Verbindung zwischen hypertensiven Erkrankungen in der 

Schwangerschaft und dem G894T-Polymorphismus zu untersuchen. Alle dazu in der 

Vergangenheit stattgefunden Untersuchungen waren Fall-Kontroll-Studien und nur bei einer 

Studie mit japanischen Frauen, die schwere Symptome einer Präeklampsie zeigten, fand sich 

eine Assoziation mit dem NOS3-Polymorphismus [89]. In vielen anderen Studien konnte die 

Assoziation nicht bestätigt werden [90-92]. Diese Studie setzt nun Mittelwerte von systolischem 

und diastolischem Blutdruck sowie der Proteinurie in Beziehung zur Verteilung der NOS3-

Genotypen. Sie ist somit in der Lage, eine Veranlagung der Schwangeren zur Entwicklung 

hypertensiver Erkrankungen in Bezug auf ihren Genotyp zu beschreiben. 

 

 

 



 17 

2. Fragestellung 

 

Ziel dieser Dissertation ist es, den Einfluss des G894T-Polymorphismus des endothelialen NO-

Synthase-Gens auf die Blutdruckregulation, die Proteinausscheidung und die Ödembildung in 

der Schwangerschaft zu untersuchen.  
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3. Studienpopulation und Methodik 

 

3.1. Studiendesign 

 

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine prospektive Studie. Alle Frauen, die 

zwischen Januar 2000 und September 2003 an der Charité-Universitätsmedizin Berlin, Campus 

Mitte entbunden haben, wurden eingeladen, an der Studie teilzunehmen (n = 2.316). 5,3 % der 

Mütter lehnten die Teilnahme an der Studie ab (verbleibend n = 2.193).   

 

Als Ausschlusskriterien galten Mütter, 

 

 die bei dieser Geburt Mehrlinge zur Welt gebracht hatten 

 bei denen ein Hypertonus vor der Schwangerschaft bekannt war bzw. deren mittlerer 

Blutdruck in der ersten Schwangerschaftshälfte 140 mmHg systolisch bzw. 90 mmHg 

diastolisch überschritten hatte  

 die sich einer antihypertensiven Therapie vor oder während der Schwangerschaft 

unterzogen hatten 

 

Die Studie wurde der Ethikkomission der Charité vorgelegt und von dieser gebilligt. 

 

Die Methoden umfassen die im folgenden aufgelisteten Schritte in der angegebenen Reihenfolge: 

 

1. Interview der Mutter 

2. Erhebung der klinischen Daten des Mutterpasses 

3. Laborchemische Analysen mit DNA-Isolierung und Genotypisierung 

 

 

3.2. Studienteilnehmerinnen 

 

3.2.1. Postpartale Datenerhebung 

 

a) Interview 
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Die Studienteilnehmerinnen gaben ihr Einverständis zur Aufnahme in die Studie mündlich und 

beantworteten gleichzeitig folgenden standardisierten Fragebogen: 

 

 Körpergröße der Schwangeren 

 Gewicht vor der Schwangerschaft  

 Berechneter Entbindungstermin 

 Rauchgewohnheiten vor der Schwangerschaft gemessen in gerauchten Packungen pro Tag 

multipliziert mit den Raucherjahren (Packungsjahre) oder während der Schwangerschaft 

gemessen an der Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag 

 Vorhandensein einer arteriellen Hypertonie (definiert > 140/90 mmHg) vor der 

Schwangerschaft 

 Antihypertensive Therapie vor bzw. während der Schwangerschaft 

 Positive Familienanamnese für arterielle Hypertonie 

 Vorhandensein von Fettstoffwechselstörungen 

 Therapie einer Fettstoffwechselstörung durch Einnahme eines Lipidsenkers  

 Präexistenter Diabetes mellitus  

 Ethnischer Hintergrund der Schwangeren  

 

b) Mutterpässe 

Nach Einverständnisgabe der befragten Frauen wurde eine Kopie des jeweiligen Mutterpasses 

angefertigt.  

Wir nahmen folgende Parameter in unsere Datenbank auf: 

 Mütterliche Daten: Name, Geburtsdatum, Körpergröße, Gravidität, Parität, 

Körpergewicht vor der Schwangerschaft 

 Serologische Untersuchungen: Blutgruppe, Rhesusfaktor, Antikörper-Suchtest, 

Nachweis von HBs-Antigen, Röteln-HAH-Test, Syphilis Suchtest (LSR) 

 Terminbestimmung: Zykluslänge und -regelmäßigkeit, erster Tag der letzten Regel, 

Konzeptionstermin, berechneter Entbindungstermin, korrigierter Entbindungstermin 

 Risikofaktoren: Anamnese und Befunde bei der frauenärztlichen Erstuntersuchung und 

besondere Befunde im Schwangerschaftsverlauf, die zu einer Klassifizierung einer 

Risikoschwangerschaft führten 
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 Gravidogramm: Fundusstand, Kindslage, Vorhandensein von Ödemen, Körpergewicht, 

systolischer und diastolischer Blutdruck, Hämoglobinkonzentration, Urinuntersuchungen 

(Proteinurie, Glukosurie) im Schwangerschaftsverlauf 

 Geburtsdaten: Geburtsdatum, Gestationsalter bei der Geburt in vollendeten 

Schwangerschaftswochen bzw. –tagen, Geburtsmodus (spontane Vaginalgeburt, vaginal 

operative Geburt, primäre bzw. sekundäre Sectio caesarea), Kindslage, Geburtsgewicht, 

Geschlecht, Länge und Kopfumfang des Neugeborenen, postpartaler Nabelarterien pH-

Wert, APGAR–Werte nach einer, fünf und zehn Minuten 

 

3.2.2. Asservierung von mütterlichem Blut 

 

Zur späteren Genotypisierung wurden bei allen Studienteilnehmerinnen im Rahmen der 

Routineblutuntersuchungen jeweils 9 ml venöses Blut entnommen. Dazu wurden sterile 

Röhrchen mit 1,6 mg Kalium-EDTA-Lösung verwendet. Die Röhrchen wurden anschließend mit 

Namen und Geburtsdatum der Mutter versehen. Später wurden diese Daten durch eine 

Probandennummer ersetzt, um die Anonymität der Studienteilnehmerinnen zu gewährleisten. 

 

 

3.3. Methoden 

 

Die im folgenden beschriebenen Laborarbeiten umfassen die DNA-Präparation aus Vollblut, die 

Amplifikation von Nukleoidsequenzen mittles PCR, den Restriktionsverdau der PCR-Produkte 

und die Interpretation der Ergebnisse mit Hilfe der Gelelektrophorese. 

 

 

3.3.1. DNA-Isolierung aus Vollblut 

 

Die DNA-Präparation beruht auf dem Prinzip der Erythrozytenlyse und der Leukozytenlyse mit 

nachfolgender Fällung von Nukleinsäuren. Ausgangsmaterial zur Gewinnung von 

Desoxyribonukleinsäure war das EDTA-Vollblut der Studienteilnehmerinnen (EDTA ist wichtig 

als Komplexbildner mit Mg2+-Ionen, welche als mögliche Kofaktoren von Nukleasen fungieren 

können).  



 21 

Die Proben wurden mit 3.000 Umdrehungen pro Minute (Upm) für fünf Minuten zentrifugiert. 

Es ergaben sich zwei Phasen: eine untere Zellphase und eine obere Plasmaphase. Die 

Plasmaphase wurde abpipettiert und verworfen und die Zellen 1:1 mit 0,9 %iger NaCl-Lösung 

versetzt.  

Ziel war es nun, Hämoglobin und damit das im Hämoglobin enthaltene Porphyrin und Hämation 

zu entfernen. Dazu wurden zunächst 50 µl des Zell-NaCl-Gemisches mit 500 µl TE-Puffer als 

Erythrozten-Lysepuffer versetzt.  

 

TE-Puffer zur Erythrozytenlyse 

 

10 mM Tris-Cl  

1 mM EDTA mit pH 7,5 zur optimalen Löslichkeit 

 

Es folgte eine dreiminütige Zentrifugation bei 13.000 Umdrehungen pro Minute, bei der die 

lymphozytären Zellen als weißer Niederschlag pelletierten. Der hämolytische Überstand wurde 

verworfen und das verbliebene Pellet mit 500 µl TE-Puffer resuspendiert. Nach erneuerter 

Zentrifugation bei 13.000 Upm für 1 Minute wurde der Überstand erneuert verworfen und der 

Vorgang so lange wiederholt, bis sich das Pellet hellgelb färbte. In der Regel geschah dies nach 

3-4 Durchgängen. Der letzte Überstand wurde mit einer Pipette vollständig entfernt und das 

Pellet mit 100 µl K-Puffer resuspendiert, welcher das proteolytische Enzym Proteinase K enthält. 

Dieses denaturierende Detergenz erfüllte gleich zwei wichtige Aufgaben: es lysierte die 

Zellmembran und die Kernmembran der Leukozyten und legte damit die Nukleinsäuren frei. 

Gleichzeitig denaturierte es weitgehend die Enzyme der Zelle. 

 

K-Puffer zur Leukozytenlyse  

 

50 mM KCL, 10 mM Tris-Cl 

2,5 mM MgCl bei pH 8,3   

0,5 % Tween 20  

100 µl/ml Proteinase K 

(Herstellung am Tag der Probenaufbereitung) 
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Das Gemisch wurde bei 56 °C in einem Thermoblock für mindestens 45 Minuten inkubiert. 

Abschließend wurde es in einem zweiten Thermoblock auf 95 °C für 10 Minuten erhitzt. Nach 

Beendigung des Vorganges mussten die Proben rasch auf Eis und bei -20 °C gelagert werden. 

 

 

3.3.2. Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

 

Im April 1983 erfand Kary Mullis in Kalifornien das Prinzip der PCR. 1993 bekam er dafür den 

Nobelpreis für Medizin [94]. 

Die PCR ist eine in vitro Technik, mit der gezielt Desoxyribonukleinsäure-Abschnitte, die von 

zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfältigt werden können. Um DNA 

mit Hilfe einer PCR amplifizieren zu können, werden als Starthilfe Oligonukleotide, sogenannte 

Primer, benötigt, die an die Enden der DNA-Sequenz binden. Bei den Primern handelt es sich 

um kurze, einsträngige DNA-Moleküle, die komplementär zu den Enden einer definierten 

Sequenz auf dem Template (Original) -DNA-Strang sind. Die Reaktion basiert auf einer 

Auftrennung der doppelstängigen DNA („Melting“), der Anlagerung („Anneling“) und der 

nachfolgenden Verlängerung („Elongation“) von zwei Oligonukleoidprimern unterschiedlicher 

Sequenz.  

 

1. „Melting“: Nach Hitzedenaturierung der doppelsträngigen DNA bei 94 °C trennen sich die 

DNA-Stränge vollständig voneinander. Sie bilden Einzelstränge, die zu Matrizen für die 

Primer und die DNA-Polymerase werden.  

 

2. „Anneling“: Danach wird die Lösung abgekühlt, so dass sich die Primer an dem jeweiligen 

komplementären DNA-Strang anlagern können. Der erste Primer bindet an das 

komplementäre Sequenzende eines DNA-Stranges, der andere Primer in gewisser Entferung 

am Genstrang. Sie flankieren damit das zu amplifizierende DNA-Segment. Die Anneling- 

Temperatur bestimmt entscheidend die Spezifität einer PCR.  

 

3. „Elongation“: Im nächsten Schritt wird die Temperatur auf 72 °C erhöht. Dies ist die 

optimale Temperatur der Taq-Polymerase. Mit Hilfe dieser DNA-Polymerase findet die 

Extension entlang der einzelsträngigen denaturierten DNA-Matrize statt. In Gegenwart von 

vier in Puffer gelösten Desoxynukleosidtriphosphten (dNTPs) und unter den richtigen 

Reaktionsbedingungen synthetisieren die angelagerten Taq-Polimerasen neue DNA-Stränge, 
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deren Sequenz komplementär zur Matrize ist. Die Primerextension verläuft in 3´-5´-Richtung  

von der jeweiligen 3´-Hydroxylgruppe in Richtung des anderen Primers. Die neu gebildeten 

DNA-Moleküle liegen am Ende der Reaktion doppelsträngig vor.  

 

Die drei Teilschritte bilden einen einzelnen PCR-Zyklus, der sich kontinuierlich wiederholt. Die 

neu synthetisierten Stränge stehen dabei nun ebenfalls als Matrizen zur Verfügung. So entstehen 

millionenfache Kopien der Zielregion. Die Konzentration der Zielsequenz steigt bei jedem neuen 

Zyklus exponentiell. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die Anzahl der DNA-Kopien, und in aller 

Regel wird der Zyklus 20-40 Mal wiederholt. Die PCR-Produkte tragen an den Enden immer die 

Oligonukleotidsequenz der Primer. 

 

DNA Doppelstrang 

Das sogenannte Template enthält die zu vermehrende DNA-Sequenz. Die Enden der Ziel-DNA 

sind komplimentär zu den Primer-Sequenzen. 

 

Oligonukleotidprimer  

Zur Polymorphismus-Analyse des NOS3-Gens mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion 

wurden Oligonukleotidprimer mit den folgenden flankierenden Sequenzen eingesetzt: 

 

Primer NOS3 Sense 5´-CAT GAG GCT CAG CCC CAG AAC 

Primer NOS3 Antisense 5´-AGT CAA TCC CTT TGG TGC TCA C  

 

Die Vervielfältigung der DNA beginnt dort, wo sich der Primer anlagert, und läuft stets von 5´ 

nach 3´(bezogen auf den Primer).  

Die Primer werden chemisch synthetisiert und sind je 21 bzw. 22 Basenpaare lang. Ihre optimale 

Anlagerungstemperatur beträgt 62-65 °C. Die kodierende Sequenzvariante ist ein G-T-

Polymorphismus in Exon 7 in Codon 298 des NOS3–Gens, welcher für eine 

Aminosäurenveränderung von Glutamat zu Aspartat kodiert. Der Primer flankiert also das zu 

amplifiziernde Exon 7. 

 

Taq DNA-Polymerase 

Zur Vervielfältigung des Exon 7 des NOS3-Gens wurde das am häufigsten verwendete Enzym 

zur Ampifizierung von DNA verwendet, die Taq-DNA-Polymerase. Sie stellt einen 

komplementären Strang zum Template her. Das Enzym ist verhältnismäßig hitzestabil und wird 
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gentechnisch hergestellt. Ursprünglich wurde die DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus 

aquatius isoliert, welches man in einer heißen Quelle des Yellowstone Nationalparks fand. Das 

pH-Optimum liegt für die Taq-Polymerase bei 8,3-9. Ihre Synthesegeschwindigkeit liegt bei ca. 

60 bp/s. 

 

Puffersystem 

Es wurde Standardpuffer verwendet. Jeweils 3 µl wurden pro PCR-Ansatz eingesetzt. 

 

Desoxyribonukleotide 

Die vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) wurden in 

Konzentrationen von 100 mM verwendet. Für die PCR wurden jeweils 0,06 µl davon eingesetzt. 

 

Für die PCR wurden 1 µl Orginal-DNA vorgelegt. 

 

Mastermix für Template (n+1) 

 

Wasser                                      21,66 µl 

Puffer 10 x                   3 µl 

MgCl 25 mM             1,8 µl 

dATP 100 mM                    0,06 µl 

dCTP 100 mM        0,06 µl 

dGTP 100 mM         0,06 µl 

dTTP 100 mM                   0,06 µl 

Nos Primer Sense 10-15 µM         1 µl 

Nos Primer Antisense 10-15 µm         1 µl 

Taq-Polymerase 5 U/µl                   0,3 µl 

 

Der sogenannte Mastermix wurde vorbereitet und die Taq-Polymerase zuletzt zugegeben. 

Anschließend wurde kurz gemischt und anzentrifugiert und jeweils 29 µl Ansatz zu den DNA-

Vorlagen gegeben. Nach nochmaligem Anzentrifugieren der Proben wurden diese rasch in den 

PCR-Thermocyler gestellt und das entsprechende Programm gestartet. Bei jedem PCR-Ansatz 

wurde eine Negativ-Kontrolle mit Wasser an Stelle der Ziel-DNA mitgeführt.  
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Programm für Thermocycler 

12 min 95 °C 

30 sec 94 °C 

1 min 72 °C 

7 min 72 °C 

Pause 4 °C 

35 Zyklen 

Deckeltemperatur 105 °C 

 

 

3.3.3. Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse  

 

Die mit Hilfe der PCR amplifizierte DNA wurde einer Restriktions-Fragment-Längen-

Polymorphismus-Analyse mit der Restriktionsendonuklease Mbo I 5´... G A T C ...3´, 3´... C T A 

G ... 5´ unterzogen. Die Quelle des Enzyms ist Moraxella bovis. Restriktionsendonukleasen sind 

Enzyme, die eine Nukleotidabfolge auf doppelsträngiger DNA erkennen und die hydrolytische 

Spaltung beider DNA-Stränge an dieser Stelle bewirken. Stimmen Erkennungssequenz und 

Schnittstelle überein wird für die Restriktion kein ATP benötigt. Die Mbo I spaltet 

spiegelbildlich an der Erkennungsregion des DNA-Stranges; dadurch entstehen sogenannte 

„sticky ends“. Das Restriktionsenzym besteht aber nicht nur aus der Nuklease, sondern auch aus 

einer zweiten Komponente, der Methylase. Durch Methylierung der Basen an der 

Erkennungsstelle der Endonuklease schützt sie die DNA vor der Verdauung durch eigene 

Restriktionsenzyme. Dieses Enzym fungiert als dam-Methylase, d. h. es fügt Methylgruppen 

(CH3) an das N6 des Adeninnukleotids in folgender Seqenz an: ´5 GATC 3´.  

 

Es wurden 10 µl des gekühlten PCR-Produktes für den Restriktionsverdau vorgelegt. 

 

Mix für das PCR-Produkt  

 

Wasser  7,8 µl 

Buffer R+  2 µl 

Mbo I   0,2 µl 

 



 26 

Der Mix wurde aufgrund der Temperaturempfindlichkeit der Verdauungsenzyme rasch zu den 

PCR-Proben gegeben und anzentrifugiert. Nun wurden die Proben bei 37 °C im Wasserbad für 

mindestens vier und höchstens 20 Stunden verdaut. 

 

 

3.3.4. Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Visualisierung der entstandenen Restriktionsfragmente. 

DNA-Fragmente werden auf der Agarose-Gelelektrophorese in erster Linie nach ihrem 

Molekulargewicht aufgetrennt: kleine Fragmnte wandern im elektrischen Feld weiter in das Gel 

als große; die Agarose stellt dabei eine dreidimensionale Matrix mit Siebeffekt dar. Da das 

erwartete PCR-Produkt nur 206 Basenpaare bzw. 119 und 87 Basenpaare (bp) lang ist, wird ein 

2,5 %iges Agarosegel verwendet, welches einen optimalen Trennungsbereich linearer DNA in 

diesem Bereich bietet. Mit Hilfe von Fragmenten bekannter Länge (Größenmarker-DNA) läßt 

sich eine Eichkurve aufstellen. Als Molekulargewichtsmarker wurde die 1 kb DNA-Leiter 

verwendet. Zur Herstellung dieses Gels wurde 2,5 g Agarose in 100 ml 1 x TBE-Puffer durch 

Kochen in der Mikrowelle gelöst und mit eingesetzem Taschenkamm in den Gelträger gegossen.  

 

10 x TBE-(Tris-Borat-EDTA)-Puffer: 

 

TRIS       108 g/l 

Borsäure      55 g/l 

0,5 M EDTA bei pH 8,0 in Aqua bidest gelöst  40 ml/l 

 

Nach Erstarren und Einsetzen des Gels in die mit 1 x TBE-Laufpuffer gefüllte 

Elektrophoresekammer wurden 5 µl des PCR-Amplifikates mit 4 µl Blaumarker und die 

Mischung in die vom Taschenkamm gebildeten Slots aufgetragen.  

 

Blaumarker: 

 

Bromphenolblau 0,25 % 

Xylencyanol  0,25 % 

Glycerin  30 % 

mit Aqua bidest aufgefüllt 
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Es wurden 60 Proben auf ein Gel aufgetragen. Zusätzlich wurde eine Wasserkontrollspur 

eingefügt, um Kontaminationen sichtbar zu machen. Die Proben liefen bei einer konstant 

angelegten Spannung von 100 V für 30 - 60 Minuten. Anhand des Farbstoffes Bromphenolblau 

konnte der Lauf der DNA optisch verfolgt werden. Anschließend wurde das Gel für 15 Minuten 

in Ethidiumbromidlösung gefärbt, einem Farbstoff, der zwischen die Basen der Nukleinsäuren 

bindet. 

 

Ethidiumbromidlösung: 

 

0,5 µl/ml Ethidiumbromid in 500 ml 1x TBE 

 

Zur Reduzierung der Hintergrundfluoreszenz durch freies Ethidiumbromid und zur besseren 

Analyse komplexer DNA-Bandenmuster wurde das Gel in Wasser entfärbt. Abschließend 

wurden die Proben unter UV-Licht sichtbar gemacht und ausgewertet.  

 

Das Ergebnis der Analyse war folgendes: Das 206 bp PCR-Produkt war in Gegenwart von 

Thymidin (T) bei Nukleotid 894 in 119 bp und 87 bp Fragmente geschnitten. Dieses T auf 

Nukleotid 894 entspricht Aspargin (Asp) auf dem Codon 298 des NOS3-Gens. Es entstanden 

also folgende Banden: Glutamin (Glu) ergab eine Bande bei 206 Basenpaaren und Aspargin 

(Asp) zwei Banden bei 119 und 87 Basenpaaren. 

 

 

3.3.5. Verwendete Chemikalien, Materialien und Geräte 

 

Es wurden kommerziell verfügbare Standart-PCR Techniken und Materialien verwendet 

 

 Agarose - Amaresco, Solon, Ohio, USA 

 Ampli-Taq-Gold-DNA-Polymerase mit GeneAmp 10 x PCR Buffer II und MgCl2- 

Lösung - Applied Biosystems by Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, New 

Jersey, USA 

 Biozentrifuge - Heraeus Instruments GmbH, Berlin 

 Borsäure, Glycerin und Bromphenolblau - Merck KGaA, Darmstadt 
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 Combitips plus, 0,1 ml, Polypipetten verschiedener Größen, Pipettenspitzen 

verschiedener Größen, Safe-Lock Tubes, 1,5/ 2 ml, Varipetten - Eppendorf GmbH, 

Hamburg 

 dNTPs - Abgene House, Epsom, Surrey KT19 9AP, UK 

 Feinwaage Typ H16 Mettler - Spoerhase AG, Gießen 

 Gelkammer, Thermocycler und Transilluminator TI1 - Biometra, Biomed. Analytik 

GmbH, Göttingen 

 Kryo-Aufbewahrungsbox - NeoLab Migge GmbH, Heidelberg 

 Mbo1 5´... G A T C ...3´, 3´... C T A G ... 5´, Quelle Moraxella bovis und Buffer R+ - 

Fermentas, Walthem, Massachusetts, USA 

 PCR-Reaktionsgefäße ultradünn, 0,2 ml und PCR-Deckel Safeseal T.I.P.S. Premium - 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 

 Primer NOS3 Sense 5´-CAT gAg gCT CAg CCC Cag AAC, Primer NOS3 Antisense 5´-

AgT CAA TCC CTT Tgg TgC TCA C -  TIB MOBIOL, Berlin 

 Proteinkinase K, gewonnen aus Tritirachium album - Roche Diagnostics GmbH + Co. 

KG, Mannheim 

 Thermostat TCR 100 und TRIS - Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

 Tischwaage Sartorius BL 600 - Sartorius AG, Göttingen 

 Vortex Genie 2 - Bender & Hobein AG, Zürich, Schweiz 

 Wasserbad GFL Typ 1013 - Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel 

 

 

3.4. Statistische Auswertung 

 

Die Analyse der vorliegenden Daten wurde mit SPSS 11.0.3 for Mac OS X (englische Version) 

durchgeführt. Die Resultate der kontinuierlichen Variablen sind als Mittelwert  

Standardabweichung angegeben. Als parametrischer Test für Mittelwertunterschiede einer 

Variablen zwischen den Genotypen wurde die einfaktorielle Varianzananalyse (ANOVA) 

verwendet. Das Hardy-Weinberg-Gesetz wurde angewendet, um die Genotypenverteilung bzw. 

die Allelfrequenz zu ermitteln. Die kategorialen Daten wurden mit dem Chi-Quadrat-Test nach 

Pearson verglichen. Die Kovarianzanalyse (ANCOVA) wurde verwendet, um den Einfluß von 

unterschiedlichen Variablen auf den Blutdruck während der Schwangerschaft zu untersuchen. 

Die Signifikanz wurde für alle Tests auf 5 % festgelegt (p < 0,05). 
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4. Ergebnisse der statistischen Auswertung 

 

4.1. Beschreibung des Studienkollektivs 

 

4.1.1. Daten aus dem Mutterpass 

 

Alter 

Das mittlere Alter der Mütter bei Geburt ihres Kindes betrug 30 ± 5,6 Jahre (n = 2.099).  

 

Body-Mass-Index 

Der mittlere Body-Mass-Index (BMI) der Mütter lag bei Schwangerschaftsbeginn bei 23,8 ± 4,6 

kg/m² (n = 1.845).  

 

Körpergewicht bezogen auf das Trimenon der Schwangerschaft 

Das Körpergewicht der Mütter im ersten Trimenon betrug im Mittel 64,8 ± 13,0 kg (n = 1.903).  

Im zweiten Trimenon lag das Körpergewicht im Mittel bei 69,0 ± 12,0 kg (n = 2.164). 

Im dritten Trimenon hatten die Mütter ein mittleres Gewicht von 76,0 ± 12,4 kg (n = 2.157).  

 

Ödeme bezogen auf das Trimenon der Schwangerschaft 

Im ersten Trimenon waren bei 35 Müttern (1,9 %) Ödeme vorhanden (n = 1.814). Im zweiten 

Trimenon lagen bei 232 Müttern (11,0 %) Ödeme vor (n = 2.114). Im dritten Trimester fanden 

sich schließlich bei 746 Müttern (35,3 %) Ödeme (n = 2.115).  

 

Proteinurie bezogen auf das Trimenon der Schwangerschaft 

Im ersten Trimenon fand sich bei 261 Müttern (14,8 %) eine Proteinurie (n = 1.758). Im zweiten 

Trimenon stieg die Anzahl der Mütter mit Proteinurie auf 517 (25,7 %) (n = 2.013) und im 

dritten Trimenon betrug die Anzahl der Mütter mit einer Proteinurie immerhin 702 (35,4 %) (n = 

1.985). 

 

Arterielle Hypertonie bezogen auf das Trimenon der Schwangerschaft 

Im ersten Trimenon der Schwangerschaft zeigten 44 Mütter (2,3 %) einen erhöhten systolischen 

Blutdruck (n = 1.915). Im zweiten Trimenon nur noch 11 Mütter (0,5 %) (n = 2.165) und im 

dritten Trimenon 20 Mütter (0,9 %) (n = 2.161).  
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Gravida 

Die große Mehrheit der Studienteilnehmerinnen (n = 2.193) waren Erstgravida, nämlich 900, 

entsprechend 41,0 %. Für 624 Mütter (28,5 %) war es die zweite Schwangerschaft, für 293 (13,4 

%) die dritte, für 150 (6,8 %) die vierte, für 62 Müttern (2,8 %) die fünfte Schwangerschaft.  

 

 

4.1.2. Daten zu den geborenen Kindern 

 

1136 der geborenen Kinder waren männlich (51,8 %) und 1010 weiblich (46,1 %). Von 47 

Kindern war das Geschlecht nicht bekannt. Die Kinder kamen im Durchschnitt in der 39. ± 2,2 

Woche zur Welt und ihr Gewicht lag im Mittel bei 3.380 ± 610 g. 

1421 der Geburten waren Spontangeburten (64,8 %). 565 der geborenen Kinder (25,8 %) kamen 

per Sectio Caesarea zur Welt. Vaginale operative Geburten lagen bei 145 (6,6 %) der 

untersuchten Fälle vor. Bei 62 Müttern konnten keine Daten zum Geburtsmodus erhoben 

werden.  

 

 

4.1.3. Anamnestisch erhobene Daten  

 

Tabakkonsum vor und während der Schwangerschaft 

Die Mehrheit der Mütter hatte noch nie regelmässig Tabak konsumiert, nämlich 60,4 % (n = 

1879). 744 Frauen (39,6 %) gaben an, schon geraucht zu haben. Davon haben 425 Frauen (22,6 

%) nur vor der Schwangerschaft geraucht und 319 Frauen (17,0 %) vor und auch während der 

Schwangerschaft. 

 

Fettstoffwechselstörung und die Einnahme von Lipidsenkern 

Fettstoffwechselstörungen lagen nur bei 32 der Mütter (1,7 %) vor (n = 1877). Anamnestisch 

nahmen nur 3 (0,2 %) der Befragten Lipidsenker ein (n = 1874).  

 

Familienanamnese mit arterieller Hypertonie 

640 Mütter (34,3 %) gaben an, dass sie von einem bzw. mehreren an arteriellem Hypertonus 

erkrankten Familienmitgliedern wüssten (n = 1865). 

 

Diabetes mellitus vor der Schwangerschaft 
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37 Mütter (2,0 %) waren schon vor der Schwangerschaft an einem Diabetes mellitus erkrankt (n 

= 1875).  

 

Diabetes mellitus in der Schwangerschaft 

62 Mütter (3,3 %) erkrankten während der Schwangerschaft an einen Diabetes mellitus (n = 

1874).  

 

Familienanamnese mit Diabetes mellitus 

598 der befragten Mütter (32,0 %) gaben an, daß ihnen mindestens ein Fall von Diabetes 

mellitus in ihrer Familie bekannt sei (n = 1871).  

 

 

4.2. Genotypenverteilung und Allelverteilung 

 

Zur Untersuchung des G894T-Polymorphismus des NOS3-Gens wurden die 

Studienteilnehmerinnen in den homozygoten Genotyp GG, in den heterozygoten Genotyp GT 

und in den homozygoten Genotyp TT unterteilt. Des Weiteren wurden die Mütter unterteilt in 

Allelträgerinnen (TT + GT) und Nichtallelträgerinnen (GG). Bei 361 Müttern ist der Genotyp 

unbekannt, das entspricht 16,5 % der Studienteilnehmerinnen.  

 

 

G894T    Häufigkeit   

 

Genotyp GG    901 (49,2 %) 

Genotyp GT    781 (42,6 %) 

Genotyp TT     150 (8,2 %) 

G-Allelfrequenz  0,706 ± 0,01 

T-Allelfrequenz  0,294 ± 0,01 

Chi-Quadrat-Test   2,1
    

 

p    0,14 

 

 

Tabelle 1. Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen der Studienteilnehmerinnen 
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4.3. Charakteristika der Mütter in Bezug auf den G894T-Polymorphismus 

 

Es wurden die deskriptiven Daten zwischen den mütterlichen Genotypen verglichen. Hierfür 

wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verwendet.  

 

 

4.3.1. Alter und Body-Mass-Index  

 

Bei den Mittelwerten des Alters, der Größe und des BMI der Mütter fanden sich zwischen den 

Genotypen keine signifikanten Unterschiede. 

 

 

G894T  Alter (in Jahren)   BMI (in kg/m²)  

 

GG   30,0  5,5 (n = 861)   23,8  4,1 (n = 775) 

  

GT   30,0  5,5 (n = 743)   24,0  4,0 (n = 673) 

 

TT    30,5  5,0 (n = 145)   23,8  4,2 (n = 124) 

 

Tabelle 2. Mittelwerte von Alter und BMI der Studienteilnehmerinnen in Bezug auf ihren 

Genotyp 

 

 

4.3.2. Diabetes mellitus 

 

Beim Auftreten eines Diabetes mellitus während der Schwangerschaft zeigte sich eine 

signifikant höhere Erkrankungsrate bei homozygoten Allelträgern TT (p = 0,04). Auch vor der 

Schwangerschaft lag bei diesem Genotyp die Erkrankungsrate höher, jedoch nicht signifikant (p 

> 0,05). Bei familienanamnestisch erfragtem Diabetes mellitus lagen keine Unterschiede 

zwischen den Genotypen vor. 
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G894T   Diabetes mellitus vor der Schwangerschaft 

 

GG (n = 786)  12 (1,5 %) 

 

GT (n = 681)  13 (1,9 %) 

 

TT (n = 126)  3 (2,4 %) 

 

 

Tabelle 3. Häufigkeit von Diabetes mellitus der Studienteilnehmerinnen vor der Schwangerschaft 

bezogen auf den Genotyp 

 

 

 

G894T   Diabetes mellitus während der Schwangerschaft 

 

GG (n = 786)  20 (2,5 %) 

 

GT (n = 680)  25 (3,7 %) 

 

TT (n = 126)  8 (6,3 %) 

 

Tabelle 4. Häufigkeit von Diabetes mellitus der Studienteilnehmerinnen während der 

Schwangerschaft bezogen auf den Genotyp 
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G894T   Positive Familienanamnese für Diabetes mellitus 

 

GG (n = 785)  249 (31,7 %) 

 

GT (n = 679)  227 (33,4 %) 

 

TT (n = 126)  40 (31,7 %) 

 

Tabelle 5. Häufigkeiten von anamnestisch erhobenem Diabetes mellitus in der Familie der 

Studienteilnehmerinnen bezogen auf den Genotyp 

 

 

4.3.3. Positive Familienanamnese für arterielle Hypertonie  

 

Bei der Angabe einer arteriellen Hypertonie in der Familie der Studienteilnehmerinnen zeigte 

sich kein signifikant höheres Auftreten der Erkrankung beim homozygoten Genotyp TT als bei 

den anderen beiden Genotypen (p > 0,05). 

 

 

G894T   Arterieller Hypertonus in der Familie 

 

GG (n = 781)  242 (31,0 %) 

 

GT (n = 678)  243 (35,8 %) 

 

TT (n = 124)  51 (41,1 %) 

 

Tabelle 6. Häufigkeit der arteriellen Hypertonie in der Familie der Studienteilnehmerinnen 

bezogen auf den Genotyp 
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4.3.4. Fettstoffwechselstörungen 

 

Beim Auftreten von Fettstoffwechselstörungen bei den Müttern gab es keine Unterschiede 

zwischen den NOS3-Genotypen. 

 

 

G894T   Fettstoffwechselstörungen 

 

GG (n = 788)  14 (1,8 %) 

 

GT (n = 681)  10 (1,5 %) 

 

TT (n = 126)  2 (1,6 %) 

 

Tabelle 7. Häufigkeit von Fettstoffwechselstörungen der Studienteilnehmerinnen bezogen auf 

den Genotyp 

 

 

4.3.5. Nikotinkonsum 

 

Das Rauchverhalten der Studienteinehmerinnen unterschied sich in Bezug auf ihren Genotyp 

nicht. Tabakkonsum als Störfaktor bei der Untersuchung von Präeklampsie und G894T- 

Polymorphismus konnte also ausgeschlossen werden. 

 

 

G894T   Nikotin nur vor der SS   Nikotin vor/während der SS 

 

GG (n = 788)  183 (23,2 %)     128 (16,2 %) 

 

GT (n = 683)  143 (20,9 %)     121 (17,7 %) 

 

TT (n = 126)  29 (23,0 %)     20 (15,9 %) 
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Tabelle 8. Nikotinkonsum in Bezug auf den Genotyp 

 

 

4.4. Arterieller Blutdruck, Proteinurie und Ödembildung in Abhängigkeit des 

mütterlichen Genotyps 

 

4.4.1. Ödeme 

 

Ödeme treten nur im ersten Semester bei Müttern mit dem heterozygoten Genotyp häufiger auf, 

jedoch ist dies nicht als signifikant zu werten (p > 0,05). Im weiteren Verlauf der 

Schwangerschaft verliert der Unterschied an Deutlichkeit. 

 

 

G894T   Ödeme im 1. Trimenon   

 

GG (n = 755)  13 (1,7 %) 

 

GT (n = 622)  16 (2,6 %) 

 

TT (n = 134)  1 (0,7 %) 

 

    

 

G894T   Ödeme im 2. Trimenon   

 

GG (n = 870)  92 (10,6 %) 

 

GT (n = 748)  90 (12,0 %) 

 

TT (n = 144)  15 (10,4 %) 
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G894T   Ödeme im 3. Trimenon   

 

GG (n = 869)  313 (36,0 %) 

 

GT (n = 746)  270 (36,2 %) 

 

TT (n = 145)  51 (35,2 %) 

 

 

Tabelle 9. Vergleich von Studienteinehmerinnen mit und ohne Ödeme in Bezug auf den Genotyp 

im ersten, zweiten und dritten Trimenon der Schwangerschaft 

 

 

4.4.2. Arterieller Blutdruck  

 

Die Ergebnisse zu Mittelwerten des systolischen Blutdrucks der Studienteilnehmerinnen zeigen, 

dass sich zu keinem Zeitpunkt der Schwangerschaft Unterschiede im Bezug auf den NOS3- 

Genotyp abzeichnen. 

 

 

RR systolisch  Standardabweichung in mmHg 

 

G894T   1. Trimenon   2. Trimenon   3. Trimenon  

 

GG    114  11 (n = 796) 113  10 (n = 888)  115  12 (n = 887) 

 

GT    115  12 (n = 669) 114  10 (n = 774)  115  10 (n = 770) 

 

TT    115  11 (n = 137) 113  11 (n = 148)  115  10 (n = 147) 

 

p   0,45   0,38    0,98 
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Tabelle 10. Mittelwerte des systolischen Blutdrucks der Studienteilnehmerinnen in Beziehung 

zum Genotyp im ersten, zweiten und dritten Trimenon 

 

 

Gleich verhält es sich bei Betrachtung der Ergebnisse von Mittelwerten des diastolischen 

Blutdrucks der Mütter. Es ergeben sich keine Unterschiede zwischen den Genotypen, weder im 

ersten, noch im zweiten oder dritten Trimenon der Schwangerschaft. 

 

 

RR diastolisch  Standardabweichung in mmHg 

 

G894T   1.Trimenon   2. Trimenon  3. Trimenon  

 

GG    68  8 (n = 795) 67  7 (n = 888) 69  7 (n = 887) 

 

GT    69  8 (n = 669) 67  7 (n = 774) 69  7 (n = 770) 

 

TT    69  9 (n = 137) 67  8 (n = 148) 69  8 (n = 147) 

 

p   0,25   0,46   0,58 

 

Tabelle 11. Mittelwerte des diastolischen Blutdrucks der Studienteilnehmerinnen in Beziehung 

zum Genotyp im ersten, zweiten und dritten Trimenon 

 

 

4.4.3. Proteinurie 

 

Auch bei der Untersuchung von Mittelwerten der Proteinurie bezogen auf das Trimenon der 

Schwangerschaft ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Genotypen. 
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G894T   Proteinurie (% ohne Proteinurie / 1+ / > 1+ im Urinteststreifen)  

    

1. Trimenon  2. Trimenon  3. Trimenon 

 

GG (n = 737)  89/10/1  79/20/1  71/26/3 

 

GT (n = 647)  88/11/1  75/22/2  69/27/4 

 

TT (n = 118)  91/8/1   87/12/2  77/19/4 

 

p   0,80   0,05   0,38 

 

Tabelle 12. Mittelwerte der Proteinurie der Studienteilnehmerinnen in Bezug auf den Genotyp im 

ersten, zweiten und dritten Trimenon 

 

 

4.4.4. Kovarianzanalyse  

 

Es wurde eine Kovarianzanalyse (ANCOVA) hinsichtlich der Beeinflussung der Ergebnisse 

durch Alter, Body-Mass-Index (BMI) und Primigravidität durchgeführt. Es zeigte sich kein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. 

 

 

   1. Trimenon  2. Trimenon  3. Trimenon 

 

RR systolisch  p = 0,45  p = 0,38  p = 0,98 

 

RR diastolisch  p = 0,25  p = 0,46  p = 0,59 

 

Proteinurie  p = 0,80  p = 0,86  p = 0,38 
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Tabelle 13. Mittelwertvergleiche des systolischen und diastolischen Blutdrucks und der 

Proteinurie zwischen den Genotypen, Kovarianzanalyse (ANCOVA) 

 

 

4.4.5. Unterteilung in Allelträger und Nichtallelträger 

 

Auch bei der Unterteilung der Genotypen in Allelträger  (GT + TT) und Nichtallelträger (GG) 

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede des systolischen und diastolischen Blutdrucks, 

sowie der Proteinurie in den einzelnen Trimestern der Schwangerschaft. 

 

 

RR systolisch  Standardabweichung in mmHg 

 

G894T   1. Trimenon   2. Trimenon  3. Trimenon  

 

GG    114  11 (n = 796)  113  10 (n = 888) 115  10 (n = 887) 

 

GT + TT   115 12 (n = 806) 114  10 (n = 922)   115  10 (n = 917)  

 

 

p   0,30   0,26   0,87   

 

 

 

 

RR diastolisch  Standartabweichung in mmHg 

 

G894T   1. Trimenon   2. Trimenon  3. Trimenon  

 

GG    68  8 (n = 795)  67  7 (n = 888) 69  7 (n = 887) 

 

GT + TT   69  8 (n = 806 ) 67  7 (n = 922)   70  7 (n = 917)  
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p   0,10   0,40   0,72 

 

Tabelle 14. Unterteilung der Genotypen in Allelträger und Nichtallelträger in Bezug zum 

systolischen und diastolischen Blutdruck und der Proteinurie 

 

 

 

5. Zusammenfassung der Ergebnisse der statistischen Auswertung 

 

Der NOS3-G894T-Polymorphismus scheint bei der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie 

und einer Proteinurie in der Schwangerschaft nicht relevant zu sein. Die Vergleiche der 

Mittelwerte von systolischem und diastolischem Blutdruck sowie der Proteinurie in Bezug auf 

den jeweiligen Genotyp (GG, GT, TT) erbrachten allesamt Werte, die deutlich oberhalb der 

Signifikanzgrenze von p = 0,05 lagen. Auch bei der Unterteilung in Allelträger (TT, GT) und 

Nichtalleträger (GG) lagen keine Unterschiede bei der Entwicklung von Bluthochdruck und 

Proteinurie vor. Die Mittelwerte lagen ebenfalls alle deutlich über der Signifikanzgrenze. Eine 

Assoziation des NOS3-G894T-Polymorphismus mit der Präeklampsie erscheint somit 

unwahrscheinlich.  

Die deskriptiven Daten unserer Studienpopuation wurden mit den Genotypen verglichen. 

Signifikante Unterschiede der Genotypen in Bezug auf Alter, BMI, Fettstoffwechselstörungen, 

Nikotinmissbrauch und einer positiven Familienanamnese für Diabetes mellitus und arterieller 

Hypertonie ergaben sich nicht. Auch das Auftreten von peripheren Ödemen scheint nicht mit 

dem Genotyp assoziert zu sein. Bei der Erkrankung von Diabetes mellitus während der 

Schwangerschaft zeigte sich allerdings ein signifikant höheres Auftreten beim homozygoten 

Genotyp TT.  
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6. Diskussion  

 

Die vorliegende Arbeit dient der Überprüfung der Hypothese, ob eine genetisch determinierte 

NO-abhängige Pathogenese von hypertensiven Erkrankungen in der Schwangerschaft besteht. Es 

wurden die Effekte eines maternalen Polymorphismus des NOS3-Gens (G894T) auf klassische 

Marker der Präeklampsie wie Bluthochdruck und Proteinurie untersucht. Zudem wurde der 

Zusammenhang zur peripheren Ödembildung analysiert.  

 

Um klinisch messbare Effekte in einer Population von Frauen mit einer zumeist normal 

verlaufenden Schwangerschaft festzustellen, wurde für die vorliegende Arbeit eine große Zahl (n 

= 2.193) schwangerer Frauen rekrutiert. In der untersuchten Population unterschied sich die 

Verteilung der Allele für das Gen nicht signifikant von vorangegangenen Untersuchungen an 

deutschen bzw. anderen kaukasischen Populationen [94,95]. 

 

 

6.1. Die Bedeutung des eNOS-Polymorphismus in der Schwangerschaft 

 

Es gilt als gesichert, dass NO im Rahmen einer normalen Schwangerschaft erhöht ist [95]. Der 

Anstieg der Produktion von NO scheint für die maternale Vasodilatation notwendig zu sein. Die 

Vasodilatation verhindert einen Anstieg des Blutdrucks der Schwangeren. Bei der Präeklampsie 

scheint diese Adaptation nicht hinreichend zu funktionieren [96], der Blutdruck steigt an und es 

entwickelt sich eine Proteinurie. Der NOS3-G894T-Polymorphismus wurde mit einer 

reduzierten Produktion von NO in Zusammenhang gebracht [97] und scheint auch bei der 

Adaptation des Kreislaufs der Schwangeren eine Rolle zu spielen [98]. 

 

Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen keine Assoziation der maternalen NOS3-Variante 

und klinischen Markern einer Präeklampsie. 

Der mittlere Blutdruck in den drei verschiedenen Trimestern zeigt im Vergleich der 

unterschiedlichen Genotypen keinen signifikanten Unterschied.  

Die Proteinurie unterscheidet sich ebenfalls nicht signifikant zwischen den Genotypen.  

Ebenso besteht kein signifikanter Unterschied für die untersuchten Genotypen hinsichtlich neu 

aufgetretener peripherer Ödeme.  
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Weitere häufig untersuchte eNOS-Polymorphismen (T786C und VNTR 4a/b) und ein 

Polymorphismus des Renin-Angiotensin-Systems wurden in unserer Arbeitsgruppe analysiert 

und zeigten, in Übereinstimmung mit anderen Studien, ebenfalls keine statistische Signifikanz 

[99,100].  

 

 

6.2. Vergleich mit anderen wissenschaftlichen Arbeiten 

 

Eine in der Türkei durchgeführte und 2015 publizierte Studie untersuchte 80 gesunde 

Schwangere und 80 Schwangere mit Schwangerschaftshypertonus bzw. Präeklampsie. Auch hier 

wurden die Auswirkungen eines G894T-Polymorphismus des eNOS-Gens analysiert. Ein 

signifikanter Unterschied konnte ebenfalls nicht festgestellt werden [101]. Auch weitere Studien 

mit der gleichen Fragestellung konnten keine Assoziation feststellen [102,103].  

 

Im Gegensatz dazu steht eine Fall-Kontroll-Studie aus dem Jahr 2014, die an einer Population in 

Nordindien vorgenommen wurde. Hier wurden 300 Frauen mit Präeklampsie und 200 gesunde 

schwangere Frauen untersucht und der Einfluss des gleichen eNOS-Polymorphismus analysiert. 

Hier war die mRNA-Expression des eNOS-Gens signifikant niedriger bei den präeklamptischen 

Frauen [104]. Ebenfalls 2014 wurde eine chinesische Population mit dem gleichen Studiendesign 

untersucht und zeigte ein vergleichbares Ergebnis [105].  

 

Inzwischen liegen einige Metaanalysen zu diesem Thema vor. Auch diese zeigten inkongruente 

Ergebnisse.  

In eine Metaanalyse von 2013 wurden 33 Studien mit insgesamt 10.671 Teilnehmerinnen 

eingeschlossen, um den Zusammenhang von Präeklampsie und dem eNOS-Polymorphismus 

besser zu verstehen. Die Assoziation zwischen der G894T-Variante und einem erhöhten Risiko 

einer Präeklampie war statistisch signifikant [106].  

Eine weitere 2016 publizierte Metaanalyse mit 36 eingeschlossenen Fall-Kontroll-Studien und 

insgesamt 11.700 Probandinnen zeigte keine Assoziation zwischen schwangerschaftsinduziertem 

Hypertonus und der G894T-Variante der eNOS. In einer Subgruppenanalyse konnte jedoch 

gezeigt werden, dass bei Europäerinnen und Amerikanerinnen keine Assoziation vorlag, jedoch 

Asiatinnen mit einem eNOS-Gen-G894T-Polymorphismus offensichtlich einem erhöhten Risiko 

für eine schwangerschaftsinduzierte Hypertonie unterliegen [107].  
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6.3. Erklärungsansätze für die unterschiedlichen Studienergebnisse 

 

Was sind die Ursachen für die inkongruenten Studienergebnisse in Bezug auf den eNOS-

Polymorphismus? 

 

Der ethnische Hintergrund von Studienteilnehmerinnen spielt eine wichtige Rolle bei 

genetischen Assoziationsstudien. Unsere Resultate stehen in Übereinstimmung mit größeren 

Fall-Kontroll-Studien zum G894T-Polymorphismus an kaukasischen Populationen [101-103].  

 

Die Pathogenese von hypertensiven Erkrankungen in der Schwangerschaft ist multifaktoriell und 

die analysierte genetische Variante reflektiert vermutlich nur einen kleinen Teil davon. Der 

Lebensstil der Probanden und die Umwelteinflüsse spielen dabei ebenfalls eine entscheidende 

Rolle. So wurden Einflüsse von Klimaveränderungen [108], Luftverschmutzung [109] und 

Ernährung [110] auf unterschiedliche Kollektive untersucht. Der sozioökonomische Status ist 

ebenfalls ein häufig beschriebener Faktor in der Prädisposition zur Entwicklung von 

hypertensiven Erkrankungen bei Schwangeren [111]. 

 

Das unterschiedliche Studiendesign mag ein weiterer Grund für die divergenten Ergebnisse der 

Untersuchungsreihe sein. Die Einschlusskriterien waren sehr variabel. Verschiedene 

Risikofaktoren wie Adipositas, eine erste Schwangerschaft und eine positive Familienanamnese 

für arteriellen Hypertonus beeinflussen das Studiendesign und die nachfolgenden Ergebnisse 

[112].  
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7. Zusammenfassung 

 

Es wurde in der vorliegenden Arbeit der maternale NOS3-G894T-Polymorphismus hinsichtlich 

klinischer Marker der Präeklampsie untersucht.  

 

Die Untersuchung dieser großen kaukasischen Population zeigte keinen Zusammenhang 

zwischen den unterschiedlichen Genotypen und der Blutdruckregulation, Proteinausscheidung 

und Ödembildung während der Schwangerschaft. Die Arbeit steht in Einklang mit 

Untersuchungen vieler Arbeitsgruppen [101-103] und im Widerspruch mit den Ergebnissen 

einiger anderer Studien [104,105]. Die unterschiedlichen Resultate sind durch die komplexe 

Pathogenese der schwangerschaftsbedingten Hypertonie bedingt. Sie können durch ethnische 

Unterschiede, unterschiedlichen Lebensstile und Umweltbedingungen beeinflusst werden. 

Zudem liegen unterschiedliche Studiendesigns vor.  

Diese Faktoren müssen bei der weiteren Erforschung des schwangerschaftsbedingten Hypertonus 

berücksichtigt werden.  

 

Neben dem G894T-Polymorphismus wurde die in dieser Arbeit beschriebene Population weiter 

untersucht und eine Genotypisierung des T789C-Allels und des Intron 4a/b-Allels 

vorgenommen. Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede von Blutdruck, Proteinurie 

und peripheren Ödemen zwischen den Genotypen gefunden werden [99].  

 

Bei der Charakterisierung der Studienteilnehmerinnen fand sich jedoch eine signifikant höhere 

Erkrankungsrate von Diabetes mellitus während der Schwangerschaft bei den homozygoten 

Allelträgern TT. Die Assoziation des G894T-Polymorphismus mit Diabetes mellitus bei 

Schwangeren erfordert offensichtlich weiterführende Untersuchungen. 
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